
























































































































































by which  engulfed  apoptotic  cell material  is  dealt with.  To  this  end  I  have  developed  a 
correlative  light and electron microscopy workflow  that allows us  to  target a  specific  cell 
inside the brain of a zebrafish  larvae.  I have also made use of state of the art single plane 
illumination microscopy  for  tracking  of  the  dynamic  events  involved  in  this  process.  By 
studying  microglia  in  the  optic  tectum  of  zebrafish  during  a  developmental  stage 
characterized by high neuronal apoptosis  I have discovered a role for the sugar‐phosphate 
transporter  Slc37a2  in  shrinking  phagosomes  as well  as  a  propensity  for  phagosomes  to 
undergo fusion resulting in apoptotic corpses being trafficked towards a single compartment 
inside  the  cell.  The  broader  relevance  of  these  findings  is  expanded  on  through  the 










Infektionen oder  zur Homöostase.  In den meisten Fällen  führt dazu ein kontrollierter Prozess, die 
Apoptose, zum Zelltod, mit dem Ziel überschüssige und potentiell beschädigte Zellen zu entfernen. 
Das dabei  freiwerdende Material muss  letztendlich durch Phagozytose beseitigt werden, damit es 
nicht  zu  Entzündungsreaktionen  oder  sekundärer  Nekrose  kommt.  Phagozyten  werden  dieser 
Aufgabe gerecht,  indem sie eine hohe Zahl von apoptotischen Zellen umfließen und verdauen. Der 
Umsatz dieses Vorgangs wird auf ein Vielfaches der eigenen Biomasse eines Phagozyten innerhalb von 
24  Stunden  geschätzt.  In meiner Doktorarbeit  habe  ich  untersucht, wie  apoptotisches,  umhülltes 
Zellmaterial verwertet wird. Dazu habe ich ein Verfahren entwickelt, das mithilfe von korrelierender 
Licht‐  und  Elektronenmikroskopie  ausgewählte  Zellen  im  Gehirn  von  Larven  des  Zebrabärblings 
(„Zebrafisch“)  untersuchen  kann.  Daneben  habe  ich  auch  modernste  Lichtscheibenmiskroskopie 
eingesetzt, um die dynamische Ereignisse zu verfolgen, die mit diesem Prozess einhergehen. Durch 
die Beobachtung von Mikroglia  im Mittelhirndach (optic tectum) des Zebrabärblings während einer 
Entwicklungsstufe,  die  durch  eine  hohe  neurale  Apoptoserate  gekennzeichnet  ist,  habe  ich 
herausgefunden,  dass  der  Zucker‐Phosphattransporters  Slc37a2  eine  Rolle  in  schrumpfenden 
Phagosomen spielt und dass Phagosomen dazu neigen zu fusionieren und so apoptotische Überreste 
hin  zu einem einzigen Kompartiment  in der  Zelle  transportiert werden. Mit der Etablierung eines 
zellkulturbasierten Modells wird  die  allgemeine  Relevanz  dieser  Ergebnisse  näher  untersucht;  so 
konnten  wir  bereits  das  Kompartiment  genauer  charakterisieren.  Das  Kompartiment  weist  eine 





































































































































































































characteristics  that  make  them  easily  discernable  from  living  cells.  These  include 




eliciting  an  apoptotic  response. 
The  intrinsic  pathway  is 
responsible  for  developmental 
apoptosis,  but  can  also  be 
activated by DNA damage in a cell 
from  ultra  violet  (UV)  light 











through  their  respective  receptors,  leading  to  activation  of  caspase  3  through  caspase  8 
(Nagata 2018). Downstream of caspase 3 the signaling cascade, and molecular machinery is 
the same regardless of the stimuli (Nagata 2018). 
As  a  result,  the  cell  shuts  down  all  transcription  and  starts  digesting  itself  from within. 
Importantly  though,  the  plasma membrane  remains  intact,  although  it  undergoes  drastic 
changes to its lipid composition. In healthy viable cells certain lipids are highly concentrated 





In  apoptotic  cells,  translocation  of  phosphateidyl‐serin  (PstSer),  an  aminophospholipid 
normally confined to the  inner  leaflet of a cells plasma membrane (Seigneuret and Devaux 













damage  to  the  surrounding  tissue  (Sisirak  et  al.  2016).  To  avoid  this,  they  are  therefore 
removed by surrounding healthy cells through phagocytosis, also termed efferocytosis in the 
specific case of apoptotic cell removal (Erwig and Henson 2008). Efferocytosis can be carried 
out  by  a  range  of  different  cell  types  depending  on  the  exact  context.  In  vertebrates 
professional  phagocytes  patrol  most  tissues  carrying  out  constant  surveillance  and  are 
responsible for, among many other things, the removal of apoptotic cells. The professional 
phagocytes  are  of myeloid  cell  lineage  and  include  neutrophils,  dendritic  cells,  and most 







(Penberthy,  Lysiak, and Ravichandran 2018). The exact description of  corpse  removal will 
therefore vary slightly on who is eating whom, however, the molecular mechanisms will be 







First  the phagocyte must  find  its  target. Several different molecules released by apoptotic 
cells have been identified which are capable of attracting phagocytes. These “find me” signals 
act  through  chemotactile  gradients which  are  recognized  by  the  phagocyte.  Among  the 
























(P2Y)  purinergic  receptors  (Idzko,  Ferrari,  and  Eltzschig  2014),  and  again,  how  these  act 
synergistically is not at all understood. 




















recognition  of  a wide  variety  of  different  substrates,  and  the  sheer  number  of  different 
receptors expressed by a single cell is bewildering (Arandjelovic and Ravichandran 2015). 






well  (Nishimori  et  al.  1997)  with  some  indication  that  it  is  expressed  by  professional 
phagocytes in the peritoneum, colon, testes and thymus (Penberthy and Ravichandran 2016). 
Another example, Stabilin, has also been  shown  to  lead  to actin polymerization, although 
through a different pathway, involving the intracellular adaptor protein GULP (Park, Kang, et 
al. 2008).  It was  initially described as a scavenger  receptor with  specificity  for hyaluronan 
(McCourt  et  al.  1999,  Zhou  et  al.  2000,  Politz  et  al.  2002),  but was    later  shown  to  also 
recognize bacterial  low density  lipoproteins  (LDL)  (Adachi  and Tsujimoto 2002)  as well as 
certain glycosylated proteins (Tamura et al. 2003) and more recently also PstSer (Park, Jung, 
et al. 2008). 
Yet  another  example  is  the  T‐cell  Immunoglobulin Mucin  receptor  4  (TIM4).  It  is  unclear 
whether this is a “tickling” or a “tethering” receptor, meaning if it leads to any intracellular 




















There  is  also  CD300a  which  binds  PstSer  and  was  described  in  its  role  in  inhibiting 
inflammatory signaling. However, cells deficient in CD300a also showed decreased uptake of 
apoptotic  cells,  indicating  a possible  role  in  engulfment  as well  (Simhadri et  al. 2012).  In 
addition to ‘eat me’ signals there are also some ‘don’t eat me’ signals which are expressed on 













surface of  the  target  to  form a phagocytic  cup. The end  result  is  that  the  target cell gets 
enclosed within the limiting membrane of a compartment called the phagosome.  
The mechanism  underlying  the  formation  of  the  phagocytic  cup  has  been  a  hot  topic  of 
debate.  Two models were  proposed,  one mechanism was  referred  to  as  “zippering”  and 
another  “triggering”  (Swanson  and  Baer  1995,  Erwig  and  Henson  2008,  Swanson  2008). 
According  to  the  zippering model  actin  polymerization,  induced  by  the  initial  binding  of 
phagocytic receptors, would push more of the local membrane into proximity with the target. 
This  would  lead  to  a  positive  feedback  loop  with  more  receptor  signaling,  more  actin 
polymerization  and more membrane  to  come  into  proximity with  the  target,  eventually 
engulfing  the  target  entirely.  The  triggering  model  on  the  other  hand  postulated  the 
requirement of a soluble “trigger‐” or “tickle‐signals” that would induce flailing pseudopods, 







“healthy gulp” of  solute uptake  (Erwig and Henson 2008). A good example of a  zippering 
phagosome comes from the best studied phagocytosis receptor of all times, the Fcγ receptor 
responsible  for  recognizing  immuno‐globulin  (Ig)  opsonized  targets  (Griffin,  Bianco,  and 
Silverstein  1975).  However,  several  species  of  pathogenic  microorganisms  have  been 
demonstrated to elicit ruffling in phagocytes as a means to enter the host cell (Guerra et al. 
2014) and can even induce the inadvertent uptake of non‐pathogenic bacteria or inert beads 





















As  the  distal margins  of  the  phagosome  comes  into  contact with  each  other  the plasma 
membrane fuses with itself, sealing the phagosome. It is still unclear how the forces necessary 
for this  joint fusion/fission event are generated, but there  is some evidence that myosin  is 












are  reports  of  endosomes  fusing with  the  base  of  the  phagocytic  cup  already  during  its 
formation  (Bajno  et  al.  2000,  Lee  et  al.  2007,  Bohdanowicz  et  al.  2012).  This  has  been 
suggested  to be necessary  to deliver  sufficient membrane  to  the  forming phagocytic cup, 
however,  it  is contested on  the basis  that  the mesh of polymerized actin surrounding  the 











and  of  different  phagocytic  targets. Macrophages  and  fibroblasts  for  example  appear  to 
digest apoptotic cells much faster than dendritic cells. Ig opsonized targets on the other hand 
are digested at the same slow rate in both macrophages and dendritic cells (Erwig et al. 2006). 











engulfment  (Samejima  and  Earnshaw  2005),  DNaseII  is  also  reported  to  be  delivered  to 










study of mitochondrial uncoupling protein 2  (UCP2),  involved  in  regulating mitochondrial 
membrane potential. This protein is upregulated in response to phagocytosis and mice with 










Specialized  lysosomes have  long been known  to  fuse with  the plasma membrane  in many 
different cell types and this can serve a variety of different functions from plasma membrane 
repair  to  platelet  activation  and  granule  secretion  (Reddy,  Caler,  and  Andrews  2001, 
Silverstein and Febbraio 1992, Hirano et al. 1991). The idea that this could also be relevant 
for phagosome resolution comes from observations in the unicellular amoeba Dictystelium. 
discoideum, but  it has also been proposed as a mechanism  for phagocytes  in multicellular 
14 
 
organisms  to  expel  phagosomal  content  (Gotthardt  et  al.  2002).    The  most  compelling 
argument for this comes from observations of macrophages exocytosing engulfed, opsonized 
beads upon stimulation by a secretion stimulant, GTP‐γS , an analog of GTP (Di et al. 2002). 






that  regulates  the extraction of nutrients, especially amino‐acids,  from  storage  lysosomes 
(Hara et al. 1998, Kim et al. 2002). While mainly studied in the context of autophagy, it was 
reported  that  this  complex  controls  a  late  stage of  the phagocytic pathway  involving  the 
fission of phagolysosomes into multiple lysosomes, from which nutrients can be extracted on 




however, did not  show  any evidence of  increased mTORC1  activation  after phagocytosis, 
questioning the relevance of this mechanism to general phagosome resolution.  
1.4.3 Hypothesis 3. Extraction of metabolites over the phagosomes limiting membrane: 
Proteomics  studies of  isolated endosomes and phagosomes have  identified  several  solute 







resulting  in  phagosome  shrinkage  (Levin,  Grinstein,  and  Canton  2016).  This  decrease  in 
phagosome  volume,  it  has  further  been  argued,  is  necessary  in  order  for  the  limiting 
membrane  to  undergo  the  necessary  fission  events  for  its  own  resolution  (Freeman  and 
Grinstein 2018), an argument not considered for the fission of phagolysosomes into multiple 
lysosomes. This hypothesis relies largely on mechanisms already well known from studies of 
the  endocytic  system  and  the  growing  appreciation  for  the  extensive  overlap  in  the  two 
pathways argues in favor of it. 
1.4.3.1 Transporters known to localize to the endocytic/phagocytic pathway: 
Among the SLC  families known to  localize  to phagosomes specifically there are Slc2 which 
facilitates  glucose  transport,  Slc12  for  potassium/chloride  transport,  Slc37  for  phosphate 
sugars transport and Slc38 for amino acid transport (Jutras et al. 2008). Early endosomes are 
known to possess Slc1a5 facilitating sodium‐dependent neutral amino acid transport, Slc25a5 
for  adenine  nucleotide  transport  among  others,  and  late  endosomes/lysosomes  possess 
Slc15a2 for oligopeptide transport, Slc37a2 a putative glucose‐6‐phosphate (G6P) transporter 
and the putative sphingolipid transporter Spns1. (Duclos et al. 2011), as well as the nucleoside 
transporter  Slc29a3  (Hsu  et  al.  2012).  From  these  examples,  and  others,  we  know  of 
transporters  with  substrates  representing  all  the  major  metabolic  pathways.  Of  special 







involved  in  the  regulation  of  blood  glucose  levels  (Pan  et  al.  2009).  It  is  a  putative G6P 
transporter located to the ER where it is suggested to act in a functional complex either with 
G6Pase‐α  or  G6Pase‐β.  Mutations  in  the  latter  is  known  to  cause  severe  congenital 
neutropenia  in  humans  (Chou,  Jun,  and Mansfield  2010b,  a). While  the  other members, 








in  liver,  kidney  and  spleen  (Pan  et  al. 2011), but unlike  the more ubiquitously  expressed 
Slc37a4  it  is  much  more  highly  expressed  in  neutrophils  and  macrophages  (Chou  and 
Mansfield 2014). High expression levels were found to correlate with chronic inflammation in 















the  limiting membrane of  endosomes.  These  are  recycling  endosomes  and multivesicular 
bodies (MVB’s). Recycling endosomes, as their name suggests, are involved in salvaging what 
can  be  reused  of  the  limiting membrane  and  the  proteins  on  it.  This  happens  through 
outwards  vesiculation,  budding  off  by  part  of  the  endosomes  limiting  membrane,  and 
recycling  it  back  to  the  plasma membrane  (Cox  et  al.  2000).  These  recycling  events  are 
primarily mediated by the small GTPases Rab4 and Rab11 and thought to occur during the 
early endosome/phagosome stage (Garin et al. 2001, Damiani et al. 2004).  
MVB’s on  the other hand serve  the opposite  function. As the name suggests  they contain 
intraluminal vesicles (ILV’s) which are derived from the membrane of the MVB itself through 

















(Ginhoux  et  al.  2010).  In  adult  homeostasis  they  play  many  important  roles  including 









of microglia  pruning  dendrites  is  casting  some  serious  doubt  over whether  these  can  be 
considered actual engulfment events (Weinhard et al. 2018).  
Microglia are also known to be important for learning and memory formation, both through 
their  ability  to  eliminate  neurons  and  synapses,  as  well  as  through  the  secretion  of 
neurotrophins that help stimulate and strengthen them (Parkhurst et al. 2013).  




















updated  database  is  available  through  the  Sanger  Institute’s  Zebrafish  Genome  Project 









The  innate  immune  system  is well preserved within  the vertebrate phylum and  therefore 
highly  similar between humans  and  zebrafish  (Davidson  and  Zon 2004, Ellett  et  al. 2011, 




microglia  (Peri  and  Nusslein‐Volhard  2008).  The  optic  tectum  is  conveniently  positioned 





































The  three mechanisms  described  in  the  introduction  for  phagosome  resolution,  namely, 
lysosomal  fusion with  the plasma membrane, phagosome dispersion  into  lysosomes,  and 












a powerful new  technology,  characterized by  low phototoxicity and  capable of visualizing 
large  in‐vivo volumes at very high  temporal resolution. We used this  imaging technique  in 
combination with two transgenic zebrafish lines. We visualized microglia using the either the 























After  it  reaches  the  soma  however,  it  intermingles  with  several  other  shadows  (also 
















and B). Extended  tracking of  individual phagosomes after  they enter  the  soma of  the cell 
enabled us to identify two ways in which this change in size distribution occurred. This analysis 
was achieved by isolating the center z‐plane of each individual phagosome for each individual 
time  point  using  the  MtrackJ  plugin  for  Fiji 







It  has  previously  been  proposed  that  phagosomes  lack  the  ability  to  undergo  homotypic 
fusion (Griffiths 1996), though some reports have already been made prior to ours (Harris and 
Cardelli 2002, Duclos et al. 2011). We do not know  the mechanism by which this  fusion  is 
facilitated. Several proteins involved in membrane fusion, such as syntaxins, has been found 
in proteomics studies of phagosomes (Garin et al. 2001, Duclos et al. 2011), but just pairing 
the  right  fusion  mediators  together  does  not  seem  to  be  sufficient  to  regulate  which 
compartments are allowed to interact with each other (Brandhorst et al. 2006). It is, however, 
well known  that phagosomes  fuse with endosomes and  lysosomes and assuming  there  is 
transfer of membrane involved the resulting compartment would inherit the fusion capacity 










Diameter of phagosomes  (µm). Each point  represents one phagosome. N=3; n=228.  (C) Select  time point of a  shrinking 
phagosome. Only  the  center  z‐plane  shown. Arrow  indicates  the phagosome being  tracked.  Scale bar 5 µm.  (D) Graph 
showing the size (µm) over time (min) of phagosome from C. (E‐H) Examples of fusion events. Microglia coloured in green. 
Lysotracker coloured in red. (E) Arrows indicate two phagosomes about to fuse. (F) Arrow indicate the two phagosomes from 





I made  no  observation  of microglia  expelling  residual material  to  the  extracellular  space 
through phagosome fusion with the plasma membrane. Whereas it is well documented that 
specialized lysosomes can fuse with the plasma membrane to perform very specific functions, 











after  digestion.  To  investigate  this, we  applied  a  lysotracker  dye  to  the  sample  prior  to 
imaging.  I  observed  phagosomes  acidifying  rapidly  after  engulfment  often  fusing  with 
lysosomes as they were being retracted towards the soma of the cell. By plotting phagosome 
size  against  lysotracker  intensity  we  found  that  there  is  indeed  a  correlation  between 
acidification  and  size  reduction  (figure  4).  This  observation  alone  however,  does  not 
distinguish between size reduction through extraction of metabolites across the membrane 
or  through  fission  events.  It  could  conceivably  be  argued  that  the  reduction  in  size we 











To  investigate the extent of homotypic  fusion between phagosomes  I tracked every newly 
formed phagosome  in a cell and mapped out every fusion event.   Strikingly, almost all the 
phagosomes I tracked underwent fusion, the only exceptions were tracks that were lost due 
to  inconsistent  image quality. This happened  through a disorderly process by which some 
phagosomes  fused  with  each  other,  while  other  phagosomes  fused  directly  with 








with  the vesicle  fusion  tree. This  revealed no correlation between acidification and  fusion 
events. As phagosomes acidify rather quickly, relative to the length of their track, most of the 
fusion events took place between compartments of which at least one was acidic. However, 
we did also observe  rare examples of  two  lysotracker negative compartments undergoing 
fusion. 
By also overlaying the size of phagosomes with the vesicle fusion tree we found that although 













Phagosome  maturation  has  largely  been  viewed  from  the  perspective  of  individual 
compartments maturing along a linear path. Our observation, that fusion among phagosomes 
is  common  in  professional  phagocytes  gives  a  new  perspective.  To  test  if  this  level  of 
convergence among phagosomes is a general feature we designed a phagocytosis assay using 
cultured cells. RAW 264.7 macrophages were chosen as the phagocyte as they are easy to 
maintain,  well  characterized,  and  one  of  the  most  commonly  used  cell  lines  to  study 
phagocytosis. To obtain apoptotic target cells we chose two transgenic HeLa Kyoto cell lines 
expressing different fluorophores. One expressing Tg(H2B::GFP), the other Tg(H2B::mCherry). 




time  dependent  coalescence  towards  one  compartment.  At  three  hours  post  treatment 

























In both  systems,  zebrafish microglia and  cultured macrophages, we  see a  convergence of 
phagosome through fusion events. The type of fission described for hypothesis 2 therefore 



























UAS::GFP/RFP)  (Moritz 2014) confirm  that  the phenotype was  indeed specific  to microglia 
(figure 7 C). It was determined by Katrin Henke, through genetic mapping, that the mutation 
underlying the phenotype was localized to chromosome 5, and within a region encoding for 














The bubble‐like morphology of  the mutant microglia  resulted  from a single vacuole which 
received  engulfed  apoptotic  neurons,  demonstrated  using  a  transgenic  reporter  line  for 
neurons Tg(nbt::LexPR‐LexOP::RFP) (Henke 2011), acridin orange staining of apoptotic cells 
(Moritz 2014) and a transgenic reporter for apoptotic neurons (figure 8 A). They also found 































microscopy  due  to  their  large  electron  lucent  vacuole,  while  wild  type  microglia  were 
indistinguishable  from  surrounding  tissues.  Based  on  the  above  observations  it  was 
hypothesized  that G6P,  the predicted  substrate of Slc37a2,  from engulfed neurons would 
accumulate  in  the vacuole would  lead  to osmotic pressure  forcing water  into  the vacuole.  
Finally,  it was concluded that the aberrant morphology of mutant microglia constrain their 













To  assess  the  role  of  Slc37a2  in  phagosome  shrinkage  I made  the  same  comparison  of 














characterizes  these  cells.  Absence  of  size  reduction  was  further  confirmed  by  plotting 
phagosome diameters from only the first and last time point of the tracks which shows that 
there is no actual change in mutant phagosome size over time (figure 10 E). For this plot the 
first  time  point  was  defined  as  the  time  point  (t  ‐1)  in which  the microglia  completely 


















(A‐C)  Confocal  image  of  wild  type  embryo  labelled  with  anti‐Slc37a2  coloured  in  red  and  microglia  labelled  with 
Tg(mpeg::GFPcaax) coloured in green. (C) Arrow indicates phagosome positive for Slc37a2 Scale bar 15 µm. (D) Western blot 
analysis of Slc37a2  (55kDa) and Tubulin  (48kDa)  in wild  type  (left) and  the  two blb alleles  (middle and  right).  (E) Mass‐








at  all  (figure  11 D). Antibody  staining  of  larvae  showed  localization  to  several  vesicles  of 
various  size.  Some  of  the  labeled  structures  were  clearly  phagosomes,  about  5  µm  in 
diameter, and easy to recognize based on my observations from tracking phagosomes. Other 
smaller vesicles could either be phagosomes that had already reduced  in size or transport 













0.5 ml  of methanol.  Heads were  homogenized  by  sonication  and  centrifuged  to  remove 
particulate matter before loading into the instrument. 





















vacuole  appears  as  an obvious  convergence point. To  investigate  if  the  large  vacuole did 
constitute the same compartment we started by tracking phagosomes  in mutant microglia 
shortly after their arrival in the optic tectum (2.5 dpf), before they acquire their characteristic 
phenotype. We  found  that  the  large vacuole  indeed  forms  in a very similar  fashion  to  the 
point of  convergence  in wild  type  cell.  Several phagosomes,  that  fuse, but  fail  to  shrink, 
eventually gives  rise  to a compartment  that becomes  recognizable as  the mutant vacuole 
(figure 12 A). To  further  test  this hypothesis we  injected blb embryos with a morpholino 
against atp6v0a1, the a1 subunit of the proton pump vATPase which has been shown to block 































cross‐section  of  the  sample  and  will  ultimately  depend  on  specific  sample  preparation 
protocols and subjective interpretation. For the purpose of obtaining in vivo ultrastructural 
data  of  the  phagocytic  process  I  therefore  developed  a workflow  combining  x‐ray micro 
tomography (µCT) and correlative light and electron microscopy (CLEM), in collaboration with 
Dr. Matthia Karreman. 
In  short,  CLEM  is  the  combined  use  of  any  two  or more  imaging  techniques  in  order  to 
superimpose,  or  infer,  information  from  one  imaging  modality  to  another.  The  term 
encompasses a  large number of different strategies  that  is always adapted  to  the specific 
sample, whether it is a 2D or 3D correlation and what information is to be correlated. For this 
specific application we wanted to utilize the transgenic reporter lines already available to us 




























fiducial markers  and  the  surface  of  the  resin  block were  segmented  (figure  13  D‐F).  By 








found  numerous  compartments  with  a  completely  electron  opaque  lumen,  of  various 
different sizes and of an irregular spheroid shape (figure 14 D‐E). These were mostly found in 
the  perinuclear  space  and  had  little  to  no  internal  structure.  Compartments  of  this 























In  some  wild  type  microglia  I  was  also  able  to  identify  a  compartment  with  the  same 
ultrastructural  characteristic  as  that  observed  for  the  vacuole  in  blb mutants  (figure  15). 
Although much smaller in size (  ̴5 µm) and less spherical in shape than the mutant vacuole, it 
had an electron  lucent  lumen containing debris of  lipid bilayers confined within a  limiting 
















































































to phagocytosis  (ref),  the  fact  that  there were no phagosomes around  for  the protein  to 














equilibrium  in  the osmotic pressure on both sides of  the membrane. As osmotic pressure 
depends on  the molar concentration of  solutes, as opposed  to  their  total mass, catabolic 
activity will in general increase the amount of water needed in the compartment as long as 
no substrate is removed. Even if all the solutes that can be transported by other proteins were 





pathway.  Apoptotic  cells  contain  large  amounts  of  DNA  and  RNA which  is  known  to  be 
degraded into individual nucleotides and nucleosides. Hematopoietic cells do not express the 




the  optic  tectum  of  neurons.  One  interesting  possibility  then  is  that  a  portion  of  the 
nucleosides  are  further  catalyzed  producing  sugar‐phosphates  and  that  these  are  what 
accumulate in mutant vacuoles. 
4.2 On the identity of the vacuole: 
To determine  the  identity of  subcellular  compartments we  rely primarily on  two  criteria. 
Molecular  markers  that  localizes  specifically  to  the  compartment  of  interest  and  the 










and homotypic  fusion,  this does not  fundamentally alter  their morphology or biochemical 
signature. Both the Golgi and the ER have various vesicles bud off from it, and fuse with it, 
but  these  are  small  in  size  relative  to  the  organelles  themselves  and  they  retain  their 
characteristic feature. It is therefore still identifiable as the same organelle afterwards.  
The  continuous  flux  of  material  through  some  compartments  constitutes  a  conceptual 
problem that had experts in a deadlock for decades (Griffiths 1996). Two different hypothesis 
were competing to explain the nature of this transport between different organelles. The first, 





engulfed material  from an apoptotic cell. The vesicle would  then proceed  to  fuse with an 
already preexisting  early  endosome. The  early  endosome would  then  go on  to bud off  a 
vesicle  containing  the  engulfed  material  and  this  vesicle  would  fuse  with  an  already 
preexisting  late endosome and so  forth.  In  this  interpretation of events  the early and  late 
58 
 
endosomes would  constitute  unique  organelles whereas  the  vesicles  trafficking material 
between them were not. 
The  second  hypothesis,  referred  to  simply  as maturation  (Murphy  1991),  held  that  after 
fission  from  the  original membrane  the  composition  of  the  limiting membrane  gradually 
changes with new proteins being acquired onto the compartment from the cytoplasm. There 
is  therefore  no  clear  cut  point  at which  this  compartment  seizes  to  belong  to  the  early 
endosome organelles and starts belonging to the late endosome organelles.  
Today  the  term  maturation  is  unanimously  used  to  describe  the  endocytic/phagocytic 
process. However, it is acknowledged that endosomes and phagosomes undergo a series of 
fusion events with  late endosomes and  lysosomes and that these fusion events constitutes 





are  all,  spherical  or  tubular,  single  lipid  bilayer,  structures  (ref).  Sometimes  their  luminal 
content  can  help  distinguish  them,  ILV’s  are  a  clear  hallmark  of MVB’s,  but  not  all  late 


































case with Freeman et.al. 2018. However,  if the content of the phagosome  is  in a semisolid 
state,  like  that of an apoptotic cell, catalytic processes must proceed  transport across  the 
membrane. As osmolytes are extracted  from  the phagosome  the hydrostatic pressure will 
also reduce as water is forced out. The resulting volume reduction allows the surface area, 




new  volume of  internalized membrane  and protein.  The  resulting  compartment  can now 
undergo  a  new  cycle  of  catalysis,  volume  reduction  and  surface  area  reduction,  but  no 
number of iterations of this process can result in the compartment no longer existing.  
Now  consider  a  number  of  phagosomes,  all maturing  in  parallel.  If  they  continue  their 
individual  maturation  the  number  of  unresolved  phagosomes  will  equal  the  number  of 
phagosomes formed. On the other hand, if these phagosomes are allowed to fuse freely with 
each  other  the  number  of  resulting  compartments will  approach  one  over  time.  In  this 
scenario individual phagosomes essentially no longer need to resolve in order to effectively 
cease  to  exist.  Instead  such  a  hypothesis  would  predict  the  existence  of  at  least  one 






























by pathogens/parasites eggs were bleached 10  ‐ 28 hpf  in 10‐15% NaOCl. Two  rounds of 






























































meting  point  agarose.  Injections were  performed  directly  into  the  brain  of  anesthetized 





High Glucose and L‐Glutamine  from ATCC  (30‐2002) with 10%  (v/v) Heat  Inactivated Fetal 


















































in  the DNA  strand. This  can happen either  through non‐homologous end  joining which  is 
error‐prone and  therefore can  reliably produce  random mutations at  the  target  site, or a 































































































groves  to  help  position  the  eggs  for  injection.  Microinjection  needles  were  made  from 
borosilicate capillaries (Harvard Apparatus No. 30‐0035) pulled on a Stutter P9 Micropipette 












pU.1  GATATACTGATACTCCATTGGTGGT  0.5 mM  Rhodes et al., 2005 
Caspase 3  TTGCGTCCACACAGTCTCCGTTCAT  0.1 mM  Yamashita, 2003 
BAI‐1  CTAGAACTCTAACACACTTACTCAT  1 mM  Mazaheri et al., 2014 
TIM4  CATAGTTTATCAACACTTACCATCA  0.7 mM  Mazaheri et al., 2014 







Reagent  Stock concentration  Final concentration  Volume 
sgRNA  600 ng/µl  200 ng/µl  1.36 µl 
Cassette  5.4 µM  1 µM  0.74 µl 
KCl  1M  300 mM  0.9 µl 
Cas9  4000 ng/µl  1000 ng/µl  1 µl 
 
5.3.3 Protein extraction: 


































To  identify  specific  proteins  recognized  by  antibodies  immunoblotting  was  performed. 















































hour with  the  appropriate  secondary  antibody,  diluted  according  to  the  table  below,  in 
blocking buffer. Afterwards they were rinsed in PBS and mounted using a Vectrashield kit with 














Antibody  Species  Supplier  Dilution 
Anti‐zebrafish Slc37a2  Mouse, monoclonal  EMBL, Rome  1:20 
Anti‐mouse Slc37a2  Rabbit, polyclonal  Invitrogen (PA5‐20916)  1:100 
Anti‐muse Rab7  Rabbit, monoclonal  Abcam (Ab137029)  1:100 
Anti‐mouse LBPA  Hamster, monoclonal  Millipore (MABT837)  1:100 
Anti‐mouse Lamp1  Rat, monoclonal  Abcam (Ab25245)  1:100 
Anti‐mouse Lamp2  Rat, monoclonal  Abcam (Ab25339)  1:100 




























Injuries with  laser  ablation was  performed  using  a  532  nm  ablation  laser  attached  to  a 






To  label  apoptotic  cells  zebrafish  embryos were  incubated with  10  µg/ml  acridin  orange 




















Reagent  Stock  Concentration used  Supplier 
BODIPY 493/503  1 mg/ml in DMSO  1μg/ml  Thermo Fisher 
(D3922) 
Nile red  1 mg/ml in DMSO  5μg/ml  Thermo Fisher (N‐
1142) 
Nile Blue Chloride  1 mg/ml in H2O  5‐10μg/ml  Sigma (222550) 
 
5.4.4 Confocal microscopy: 
Zebrafish embryos were  tricanated and mounted  in glassbottom dishes using  low melting 
point agarose as described above. Imaging was performed using either an Olympus FV1200, 
a Leica SP8 or an Andor Spinning disk with 40x/NA1.15 or 20x/NA0.7 objectives. The entire 










in between  the mirrors of  the microscope.  For  imaging with  the  Zeiss  Lightsheet  Z.1  and 
Luxendo MuVi  SPIM  embryos  in melted  agarose were pulled  into  a  glass  capillary  in  the 
















process  were  then  used  to  track  individual  phagosomes  using  the  MTrackJ  plug‐in 





















HRMS  (Thermo  Scientific, MA, USA)  in ESI negative mode.  Separation of metabolites was 
performed using a Luna amino (150 X 2 mm; 3uM) at a flow rate of 0.3 ml/min and maintained 
at 35 °C. The mobile phase consisted of solvent A (7.5 mM Ammonium acetate with 0.05% 




with  full  scans  using  higher  energy  collisional  dissociation  (HCD)  of  normalized  collision 
energies of 10, 20 and 30 units which were at the mass resolving power R=17500. The MS 
parameters in the Tune software (Thermo Scientific) were set as: spray voltage of 4 kV (for 
negative mode  3.5  kV),  sheath  gas  30  and    auxiliary  gas  5  units,  S‐Lens  65  eV,    capillary 



























pipeline  (https://github.com/MolecularCartography/Optimus)  was  used  for  comparative 
analysis allowing for an m/z deviation of 3ppm. Features were retained  if they were above 















helpful  for brand‐marking, but not  too much  to  interfere with detection of  the microglia. 
Individual heads were then mounted  in a MatTek glass bottom dish using 1.3 %  (w/v)  low 
melting point agarose for stabilizing the sample. After the agarose had solidified samples were 




the  cell  of  interest,  and with  a  non‐symmetric  distribution  as  to  create  a  pattern with  a 
























sample  free  of  the  EPO‐TEK  adhesive.  This was  the  same  stub  as  the  sample  remained 
mounted on  for SBF‐SEM which was  important  for keeping  the orientation of  the sample. 













the  cell  of  interest.  The  other  model  was  made  from  the  µCT  scan  and  contained 
segmentation  of  the  sample  surface  and  the  brand marks.  These  two models were  then 
overlaid to give the best possible fit for the constellation of brand marks from both models, 







were compared  to  the sample  features  in  the x‐ray scan. This was used  to determine  the 
















of  the  image  in  x  and  y  by  a  factor  of  0.5  and  the  grayscale was  inverted.  For  creating 





buffer  in a PELCO Biowave equipped with a ColdSpot  (Ted Pella) as detailed below.  Light 
microscopy  for  CLEM  on  cultures  cells  was  carried  out  either  on  an  FV  1200  confocal 
microscope (Olympus) or Axio Observer.Z1 widefield microscope with a side mounted Axio 
MRm  camera  (Zeiss).  Images  were  acquired  with  a  10x  objective  for  low  magnification 























negative  imprint  of  the  finder  grid.  This was  used  to  guide  trimming  of  the  sample,  by 
razorblade for course trimming, and a diamond trimming tool (Diatome) for fine trimming. 



















100  16 min  Yes  2 min  20 °C 
Thiocarbohydrazide  100  16 min  Yes  2 min  40 °C 
Uranyl acetate 
Lead aspertate 
100  16 min  Yes  2 min  50 °C 
Resin infiltration  250  3 min  Yes  3 min  20 °C 
Rinses, quenching 
and EtOH  







Glutaraldehyde (GA)  25 %  Electron Microscopy Sciences, 
16020 





Pure crystals  Carlo Erba (Italy) 471484 
Thiocarbohydrazide  Pure crystals  Science Services 























































































































































































































































































































































































































































































































































Schwab,  for  taking me  in and giving me a second home at EMBL. Thank you  for  the great 






truly earned  the  respect of  the otherwise disrespectful yours  truly. A big  thanks  to all  the 
current and former members of the Peri Group and the Schwab Team whose camaraderie 
and  criticisms  has  been  equally  enjoyable  over  the  past  four  years.  Especially  Matthia 
Karreman whose laughter haunts me still. Thank you to Kerstin Richter for all the help both in 
and outside of the lab. Without it I should not have survived German austerity. I tip my hat to 
Jonas  Hartmann who  possesses  that most  rare  combination  of  virtues,  a  scholar  and  a 
gentleman, it has been a pleasure to make your acquaintances. If anyone remains that feel 
they should have been listed above, I assure you, you were not forgotten. I merely ran out of 
ink. 
